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Abstract

 Temporal focusing (TF) technique is often used 

for wide-field microscopy because it can provide 

the optical sectioning capability. However, the 

axial resolution, where only one spatial 

dimension is temporally focused, is lower than 

the conventional point focusing. Therefore, we 

propose a time-multiplexing multi-focal 

temporal focusing (TMTF) scheme which can 

acquire the axial confinement that is almost 

equal to that of the point focusing.   

 

1 はじめに 

 我々が生体の脳の活動を解明するためには， 細

胞レベルでの応答を観測しなくてはならない． 任

意の細胞に発現できるロドプシン [1]が発見され

たことにより， 光刺激によって強制的に信号の伝

達を観測することが可能となった． 生体への光刺

激を実現する手法のひとつとして， 時空間集光

(TF)技術 [2]が上げられる． 時空間集光は，パルス

幅が伝播と共に変化し， 焦点面において最も短い

パルスとなるため、広視野照明を可能としながら，

二光子励起範囲を光軸方向に局所化することが可

能となる技術である [3]．ところが， 通常の 1 次

元時空間集光は， 4-f 光学系において， 1 次元方

向 (x 軸) にのみ波長分散を与え， 二つ目の対物レ

ンズで試料内部に集光する形をとるため， 光軸方

向の分解能は,レーザー走査型のポイント集光に比

べると低い．この問題を解決するために，マイクロ

レンズアレイを用いた多焦点多光子顕微鏡におけ

る光軸方向の分解能を向上させる時間分割多重化

技術 [4]を時空間集光顕微鏡に応用し，分解能を改

善することに成功している [5,6]．この技術は，回

折格子で分光する軸(x 軸)と垂直な軸(y 軸)におい

て，離散的な時間遅延を与え，相対的に空間コヒー

レンスを低下させることで実現できる．相対的空

間コヒーレンスが落とされたレーザーは，干渉を

起こさなくなり，回折しながら伝播するため，回折

格子上の各点が試料内部に集光される．これによ

り，本来 1 次元時空間集光だけでは集光されるこ

との無かった y 軸方向の光は，対物レンズで集光

されることとなり，ポイント集光と同等の光軸方

向の分解能を獲得することができる． 

時間分割多重化を実現する方法として，

Virtually Imaged Phased Array (VIPA)  [7] や反

射型 Echelle gratig が用いられている  [5,6]． 

VIPA の場合，集光入射が必要となるため，光強度

が VIPA の損傷閾値に制限されてしまう．これに

より 1 度で照射できる視野が光強度によって決め

られてしまう．  

そこで， 我々は， 視野拡大の際，高強度光照射

可能な透過型 Echelle grating の使用を視野に， 

時間多重化時空間集光におけるパルス光による二

光子励起蛍光強度の計算を定量的に得ると同時に，

透過型 Echelle grating の最適設計値を解析した． 



2 時間多重化時空間集光の概念 

 Fig1 上図に示すように，1 次元時空間集光の場

合，波長分散を与えない y 軸方向の光は，試料面で

平行光で照射されるため，高い光軸方向の分解能

を獲得できない．一方で，Fig1 下図のように，相

対的空間コヒーレンスを低下させてあげることに

よって，回折格子上の各点が試料内部に集光され

るような形を取る．空間コヒーレンスを低下させ

るためには，Fig2 のように空間的に離散的な時間

遅延を与える必要がある．このとき，与える時間遅

延が，コヒーレンス時間(パルス幅)より長ければ，

空間コヒーレンスは低下し，干渉は起きない．また，

離散的に与える時間遅延の数に応じて，ビームが

時間的に分割される．従って，時間遅延量と，ビー

ム分割数を変更することによって，得られる光軸

方向の分解能への影響を解析する． 

 

Fig1.Degradation of spatial coherence in temporal 

focusing. 

 

 

Fig.2 Schematic of time multiplexed pulses 

 

3 時間分割多重化時空間集光における理論 

 上述したように，時間分割多重化時空間集光に

よる効果を最大に引き出すためには，時間遅延量

とビーム分割数を決定する必要がある．そのため

我々は，時間分割多重化時空間集光を励起光とし

た 2 光子蛍光強度を電場分布から計算によって取

得し，そこから遅延時間量と，ビーム分割数の最適

値を解析した． 

光軸方向の分解能を定量化するために、[2]より

時空間集光の励起光による光軸方向の m 光子励起

蛍光強度𝑅்ி(𝑧) と，時間分割多重化時空間集光の

励起光による m 光子励起蛍光強度𝑅்ெ்ி(𝑧)は次の

(1),(2)式のように書ける． 
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ここで，𝑧ோはレイリー長を表し，∆𝑧は焦点面からの

距離である． 

上記の原理で具体的に設計できるパラメータと

して， Fig．3 に示すようにビームの分割数 n と， 

時間遅延 𝜏 が想定できる．このパラメータをもと

に， 光軸方向における二光子励起蛍光強度の計算

を行った．  

   

Fig．3 Schematic of time multiplexed pulses 

 

ⅰ． 分割数による影響 

 ビームの分割数を変えることで深さ方向の分解



能の比較を行った． Fig．4 に示すように， ただ

の時空間集光に比べ， 分割数が増えていくにつれ

て深さ方向の分解能が向上しており， 分割数が 30

程度になると， ポイント集光と同程度の分解能が

得られていることが確認できた． このことより， 

分割数が増えることによって， 実質的な NA が向

上しているということがわかる． 従って， 使用す

る対物レンズの NA に合わせて分割数を決定する

ことにより，時間多重化時空間集光の効率を最も

引き出すことができる． 

 

Fig．4 The comparison of Intensity two-photon 

ex-citation by the difference of the number of the 

beam． 

 

ⅱ． 遅延時間による影響 

 遅延時間を 260 fs と 850 fs 変化させることで， 

深さ方向の分解能の比較を計算した結果を Fig．3

に示す． 比較のため， 時間多重化において干渉が

起きない場合(Extreme)を用意した．Fig．3 に示す

ように干渉が起きない場合に比べても， 時間遅延

260 fs， 850fs の深さ方向の分解能(半値幅)はいず

れも8．9 μm と変化せず， 時空間集光のみの半

値幅に比べると 4．38 倍ほど向上している．焦点

外から離れた位置での蛍光強度を比較すると， 干

渉なしに比べ， 遅延時間 260 fs， 850 fs， の蛍

光強度が上昇している．このことにより， 干渉が

起き焦点面外での励起が発生していることが予想

できる．実際に， 干渉が起き始めたと予想できる

位置におけるパルス幅を計算したところ， 遅延時

間∆t =260 fs の時では， 270 fs， 遅延時間 ∆t =

 850 fs の時では 885 fs と概ね対応していること

がわかった。 

 

Fig．5 The comparison of Intensity two-photon 

ex-citation by the difference of delay time． 

 

4. まとめ 

 時間多重化時空間集光によるパルス光が励起す

る二光子励起蛍光強度を計算し、その評価を行っ

た。分割数が増えると、広がり角は大きくなり、実

効的 NA が大きくなる。そのため、実際に使用する

対物レンズの NA を考慮し、光損失のないよう分

割数を設計する必要がある。 

例えば、中心波長 1060 nm ，時間多重化プレー

ト時でのビーム径 3 mm 、倍率 50倍でNAが 0．

65 である対物レンズを使用する場合、分割数は 60

が最適である。60 より少なければ、対物レンズの

瞳最大限まで励起光は通過しないため、深さ方向

の分解能は低下する。また、60 よりも多ければ対

物レンズの瞳の外を励起光は通過し、光損失が出

てしまう。そのため、分割数を最適化する必要があ

る。 

 時空間集光による二光子蛍光強度の深さ方向の

分解能は 39μm であったのに対し、時間多重化時

空間集光技術を用いることで深さ方向の分解能は

 8．8μm と 4．38 倍向上した。時間多重化時空間

集光を用いると、時空間集光によって変化するパ

ルス幅が、与えた遅延時間よりも長くなったとき



に， 干渉が起きることを確認できた。この干渉が

起きない領域はパルス幅に依存し、対象に応じて

遅延時間を変える必要がある。 

 これらの定量的解析により， 時間多重化時空間

集光の効果を最大限利用することが可能と考えら

れる． 
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